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The biosynthetic pathways leading to high-value natural products,
 including a wide range of potent drugs, are a particularly promising target
for the new approaches of synthetic biology. Their intrinsic modularity
lends itself to creative re-engineering at multiple spatial and temporal
scales, with the aim of awakening silent biosynthetic pathways, creating
novel chemical diversity, or optimizing production efficiency.
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ó Die chemische Vielfalt von Naturstoffen
ist erstaunlich (Abb. 1). Besonders sesshafte
Organismen – Pflanzen, Mikroben, marine
Schwämme – haben in einem ständigen evo-
lutionären Rüstungswettlauf ein beeindru-
ckendes Arsenal chemischer Angriffs- und
Verteidigungswaffen und „abhörsicherer“ che-
mischer Kommunikationsmethoden entwi-
ckelt. Viele der beteiligten Biochemikalien
sind höchst wirksame Effektoren in biologi-
schen Systemen; sie beeinflussen eine Viel-
zahl von zellulären Prozessen mit hoher
Selektivität und sind daher vielversprechen-
de Kandidaten als neue Medikamente. Anti-
biotika wie Penicillin, Anti-Tumor-Medika-
mente wie Vincristin oder Taxol sowie Cho-
lesterinsenker wie Lovastatin sind alle samt
Abkömmlinge von Naturprodukten und wer-
den teilweise noch heute durch Fermentation
von Mikroorganismen produziert.
Verborgene Vielfalt
Ein entscheidendes Problem bei der Verwen-
dung von Naturstoffen ist ihre häufig äußerst
aufwendige Gewinnung: Sie werden in klein-
ster Menge in schwierig zu kultivierenden
Organismen produziert. Die ersten Chargen
des neu entdeckten Penicillins waren so kost-
bar, dass sie aus dem Urin der Patienten
wiedergewonnen wurden. Missernten des Ein-
jährigen Beifußes (Artemisia annua), der Quel-
le des Anti-Malaria-Medikaments Artemisi-
nin, führen noch heute zu inakzeptablen
Preisschwankungen auf dem Medikamen-
tenmarkt. Klassische Mutagenese-Selek-
tionsverfahren können diese Einschränkun-
gen zwar zum Teil überwinden (Penicillin
wird heute, nach jahrzehntelanger Optimie-
rung, in mehr als hundertfach höheren Kon-
zentrationen produziert als in den Original-
stämmen von Alexander Fleming), aber die
Ergebnisse der Genomsequenzierungspro-
jekte der letzten Jahre zeigen, dass die eigent-
liche Herausforderung auf einer ganz anderen
Ebene liegt: Die Genome gut untersuchter
Modellbakterien enthalten oft Dutzende völ-
lig unerwarteter, uncharakterisierter Gen-
cluster, die für Biosynthesewege (vermutlich)
neuer Naturstoffe codieren.
Bei der Analyse des kompletten Genoms
von Streptomyces clavuligerus, einem Anti-
biotikum-produzierenden Bakterium, fanden
wir z. B. gemeinsam mit unseren Kollabora-
tionspartnern vom niederländischen Bio-
technologieunternehmen DSM mithilfe spe-
ziell entwickelter Software ganze 48 solcher
Biosynthesecluster [1] – nur fünf der dazu-
gehörigen Produkte waren bisher in S. cla-
vuligerus bekannt, der Rest scheint unter
üblichen Testbedingungen nicht produziert
zu werden; ein Muster, das sich in zahlrei-
chen Genomen und quer durch den Stamm-
baum der Mikroorganismen wiederholt, wie
wir inzwischen gemeinsam mit der Gruppe
von Michael Fischbach, University of Califor-
nia, San Francisco, USA, bei der noch unver-
öffentlichten Untersuchung von mehr als
1.000 Bakteriengenomen nachweisen konn-
ten.
Das Aktivieren der ruhenden Biosynthese -
cluster ist manchmal mit relativ einfachen
Methoden möglich, wie wir kürzlich für Strep-
tomyces coelicolor zeigen konnten [2]: Die Aus-
schaltung eines clusterspezifischen Regula-
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˚ Abb. 1: Beispiele für bioaktive Naturstoffe: Penicillin (aus Penicillium und anderen Schimmel-
pilzen), Vincristin (aus Madagaskar-Immergrün, Catharanthus roseus), Taxol (aus der Pazifischen
Eibe, Taxus brevifolia), Lovastatin (aus dem Schimmelpilz Aspergillus terreus), Artemisinin (aus
Artemisia annua, dem Einjährigen Beifuß), und yCPK/Coelimycin (aus dem Actinobacterium
Streptomyces coelicolor).
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torgens bewirkte nicht nur die





te gleichzeitig andere, norma-
lerweise produzierte antibioti-
sche Pigmente. Für einen gene-
rellen Ansatz zum Aktivieren,
Überproduzieren und eventuel-
len Modifizieren der Tausende
in den Genomsequenzen ent-
deckten neuen Naturstoffe mit
potenziell wertvoller Bioakti-
vität sind aber ehrgeizigere










codes „in eigenen Worten“, um
die Algorithmen besser zu ver-
stehen, zu optimieren und his-
torisch akkumulierte Eigen-
tümlichkeiten zu entfernen [4].
Für das Aktivieren von Biosyn-
theseclustern bedeutet das ein
Neuschreiben des vorhandenen
genetischen Codes, unter Ent-
fernung der natürlichen (und
oft versteckt wirksamen) regu-
latorischen Mechanismen. Der
Cluster wird also auf seinen rei-
nen Enzym-codierenden Kern




natoren) übernommen. Gut cha-
rakterisierte Bibliotheken die-
ser Elemente erlauben es dann,
die biosynthetische Maschine-






Für den Mikroben-Ingenieur ist
eine Eigenschaft der natürlich
vorkommenden Stoffwechsel-
wege für die Biosynthese von
Naturstoffen besonders interes-
sant: Durch den evolutionären
Druck, schnell immer neue che-
mische Strukturen zu produ-
zieren, sind diese auf vielen
Ebenen modular organisiert,
bestehen also aus Bausteinen,
die sich idealerweise leicht aus-
tauschen und neu kombinieren
lassen (Abb. 2, [5]). In den
besonders gut untersuchten Bei-
spielen, den Polyketid-Syntha-
sen und nicht-ribosomalen Pep-
tid-Synthasen, ist diese Modu-
larität besonders gut zu sehen,
denn hier sind die aktiven
Domänen der Enzyme in riesi-
gen molekularen Fließband-
strukturen angeordnet, die in
Dutzenden von Einzelreaktio-
nen die Kernstruktur der kom-
plexen Naturstoffprodukte zu -




quer durch das Mikrobenreich
zeigen aber, dass auch viele
andere Reaktionen in modula-
rer Weise zwischen den Orga-
nismen ausgetauscht werden –
viele davon mit bisher unbe-
kannter chemischer Funktion.
Diese Entdeckung bildet jetzt
die Grundlage für den Aufbau
einer Bibliothek enzymatischer
Module, die es in Kombination
mit den oben erwähnten Biblio-
theken regulatorischer Ele-





Die Möglichkeiten zur weiteren
Optimierung betreffen vor allem
die Schaffung eines optimalen





dabei die Manipulation der
räumlichen Anordnung der
Reaktionen in ganz verschiede-
nen Größenordnungen: von der kleinräumi-
gen Kombination von Reaktionen in künst-
lichen Proteinkomplexen zur Minimierung
von Nebenreaktionen und Optimierung der
Stöchiometrie, über die Einbettung von gan-
zen Stoffwechselwegen in neu generierten
Organellen (auch in Bakterien durch die Ein-
führung von proteinbasierten Kompartimen-
ten inzwischen eine realistische Möglichkeit),
bis hin zur Verteilung der Synthese auf ver-
schiedene Bakterien in arbeitsteiligen Lebens-
gemeinschaften [3].
Debugging durch Modellierung und
Evolution
Das Design neuer Stoffwechselwege endet
nicht mit der Genomsynthese. Die schritt-
weise Korrektur und Verbesserung – das
debugging – der neu entworfenen Mikroor-
ganismen erfordern neue diagnostische Ver-
fahren. Insbesondere die umfassende Cha-
rakterisierung von Metabolitprofilen (Meta-
bolomik) spielt dabei eine große Rolle [6]. Sie
ermöglicht es, festzustellen, ob das gewünsch-
te Endprodukt in der erwarteten Menge pro-
duziert wird, aber vor allem, ob eventuell
ungeplante Nebenreaktionen ablaufen. Noch
wichtiger ist oft die Möglichkeit, mittels Meta-
bolomik direkt zu beobachten, welche Schlüs-
selmetaboliten an Engpassreaktionen ange-
häuft oder vorzeitig aufgebraucht werden und
so die erreichbare Produktion limitieren. Mit-
hilfe von Computermodellen des mikrobiel-
len Stoffwechsels erlauben solche Daten die
weitere Verfeinerung des ursprünglichen Ent-
wurfs [7].
Interessant ist in diesem Zusammenhang
die Kombination der ingenieurwissenschaft-
lichen Methoden der Synthetischen Biologie
mit den Stärken der biologischen Evolution
[8]: Die Designer-Mikroben können zunächst
mit klassischen Mutagenese-Selektionsver-
fahren optimiert werden, danach werden die
aufgetretenen Mutationen durch Genomse-
quenzierung identifiziert, gemeinsam mit
Metabolomikdaten und Computermodellen
interpretiert und auf dieser Grundlage die
nächste Design-Generation zu sam mengestellt.
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˚ Abb. 2: Stark vereinfachtes Schema der Synthetischen Biologie von neuen Naturstoffen. Gene
oder Genmodule aus verschiedenen Organismen werden in einem wiederverwendbaren plug-and-
play-Konstrukt kombiniert, unter der Kontrolle ausgewählter Promotoren passender Stärke und
effektiver Terminatorsequenzen (T). Dieses Konstrukt kann dann kloniert und in geeigneten Zellen
zur Expression gebracht werden, um neuartige Hybridnaturstoffe zu produzieren. Details und kon-
krete Beispiele werden in [3] und [7] diskutiert.
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